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略語一覧 
 
CES1	 	 	  carboxylesterase 1 
CES2	 	 	  carboxylesterase 2 
P-gp	 	 	 	 P-glycoprotein 
BCRP	 	 	  breast cancer resistance protein 
OATP2B1	  organic anion transporting polypeptide 2B1 
PEPT1	 	 	 peptide transporter 1 
DMEM	 	   Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
FBS	 	 	 	 fetal bovine serum 
RT	 	 	 	  reverse transcription 
PCR	 	 	 	 polymerase chain reaction 
GAPDH	    glycelaldehyde-3-phosphadte dehydrogenase 
PBS	 	 	 	 phosphate-buffered saline 
EDTA	 	 	 ethylenediaminetetraacetic acid 
BSA    bovine serum albumin 
TBS-T	 	   Tris-buffered saline contained 0.05% Tween-20 
PAGE	 	 	  polyacrylamide gel electrophoresis 
PNPA	 	 	  p-nitrophenyl acetate 
FDA	 	 	   fluorescein diacetate 
BNPP	 	    bis-p-nitrophenyl phosphate 
TEER	 	    transepitherial electric resistance 
FITC	 	 	  fluorescein isothiocyanate 
AP	 	 	 	  apical 
BL	 	 	 	  basolateral 
iPS	 	 	 	  induced pluripotent stem 
CYP3A4	  	 cytochrome P450 3A4 
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緒言 
 
	 近年、創薬技術の発達に伴い、多くの化合物が薬理活性を有する医薬品候補
として発見されるようになってきた。しかし、高い薬理活性を保持する一方で、
医薬品として不適切な体内動態特性を持つ化合物も多く医薬品候補化合物とし
て選択され、開発の問題点として考えられている。この問題点を解決する手法
として考えられたのが、医薬品のプロドラッグ化である。プロドラッグ化は、
化合物のエステル化や、その他の修飾基を付加することで、医薬品の体内動態
特性などを適正化するために最も汎用されている手法であり、低分子化合物に
占めるプロドラッグの割合は年々増加している。実際、2001 年から 2008 年にか
けて世界で認可された低分子化合物の 33%が、そして 2009 年に販売額が最も高
かった医薬品 100 品目の 15%がプロドラッグとされている 1, 2。 
	 現在使用されているプロドラッグの半数はエステル型プロドラッグとされて
いる。エステル型プロドラッグを加水分解する酵素はいくつか報告されている
が、その代表的酵素としてカルボキシルエステラーゼ(Carboxylesterase, CES)があ
る。CES はセリンを活性中心に持ち、エステル基やアミド基を含む化合物の加
水分解を主に担う。CES は複数の分子種が報告されているが、ヒトにおいては、
主に CES1 と CES2 が医薬品の加水分解を担う 3。CES1 と CES2 は幅広い基質認
識性を持つが、これらには明確な違いがある。CES1 は主にアシル基側が嵩高い
薬物（テモカプリル、オセルタミビル、クロピドグレルなど）を加水分解する
が、CES2 はアルコール基側が嵩高い薬物（イリノテカン、アスピリンなど）を
加水分解する 4, 5, 6, 7。そのため、CES1 と CES2 はエステル型プロドラッグの代
謝において、それぞれ異なる役割を担うことが知られている。 
	 ヒト小腸は、医薬品の吸収を行うとともに、医薬品の代謝反応を担う重要な
臓器である。ヒト小腸では、上皮細胞に CES2 が高発現していることが知られて
いる 8。一方で、CES1 の発現は小腸ではほとんど認められない 9。そのため、薬
物のエステル型プロドラッグ化においては、それが CES2 の基質とならないこと
が重要となる。なぜならば、ヒト小腸において、CES2 によるエステル型プロド
ラッグの加水分解が起きると、物理化学的性状が変化することで、小腸におけ
る吸収プロファイルが変化するためである。テモカプリルのような CES1 特異的
基質の場合、ヒト小腸では加水分解されず、親化合物として吸収され、その後
肝臓で活性代謝物であるテモカプリラートへと加水分解され薬理効果を発揮す
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る。したがって、ヒト CES2 による代謝までを考慮できるエステル型プロドラッ
グの吸収評価モデルが必要である。 
	 ヒト結腸癌由来 Caco-2 細胞は、数週間の培養により単層膜として分化させる
ことで、ヒト小腸に類似した形態並び密着結合形性能を獲得することが知られ
ている 10, 11。加えて、Caco-2 細胞は多くの薬物取り込み・排泄トランスポータ
ー{P-glycoprotein (P-gp), breast cancer resistance protein (BCRP), organic anion 
transporting polypeptide 2B1 (OATP2B1), peptide transporter 1 (PEPT1)など}を発現
することが知られている 12, 13, 14。以上の理由から、Caco-2 細胞は医薬品の消化
管吸収を予測する in vitro モデルとして最も汎用されている。Caco-2 細胞にも、
CES の発現と活性が認められるが、その分子種はヒト小腸と異なると報告され
ている。ヒト小腸では、CES2 が高発現しているのに対して、Caco-2 細胞では肝
臓での発現量が高い CES1 が高発現している 15。このことから、エステル型プロ
ドラッグの消化管吸収を Caco-2 細胞で予測することは困難と考えられている。 
	 以上の問題点を解決するために、これまでに Caco-2 細胞に発現する CES 遺伝
子をヒト小腸型にする試みが行われている。例えば、CES1 の活性が低い Caco-2
細胞クローンを樹立することで、テモカプリルの透過性をヒト小腸に近づけた
モデルが開発された 16。しかし、本細胞はヒト小腸に発現する CES2 も発現して
いないことから、CES2 によるエステル型プロドラッグの消化管吸収制御を反映
したモデルとして利用することは困難であると考えられる。 
	 そこで本研究では、Caco-2 細胞に発現する CES1 の活性を消失させるととも
に、CES2 を安定発現させた Caco-2 細胞を樹立することで、エステル型プロド
ラッグの消化管吸収予測を可能にする新たなモデルの樹立を目的とした。 
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実験材料および実験方法 
 
1. 細胞培養法 
 
	 ヒト結腸癌由来細胞株 Caco-2 細胞は DS Pharma Biomedical (大阪)から、ヒト
胎児腎臓由来細胞株 HEK293FT 細胞は、Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA)
から購入し使用した。Caco-2 細胞は Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) 
(和光、大阪) に、10 v/v% 非働化ウシ胎仔血清  (Fetal bovine serum, FBS) 
(Corning) 、100 U/ml Penicillin (和光) 、100 µg/ml Streptomycin (和光) を加えた
培地で培養を行った。CES1 ノックダウン Caco-2 細胞 (Caco-2CES1KD) (後述) は、
10 v/v% 非動化 FBS、100 U/ml Penicillin、100 µg/ml Streptomycin、10 µg/mL 
Puromycin (和光)を加えたDMEM培地で培養を行った。CES1ノックダウン/CES2
安定発現 Caco-2 細胞 (CES2/Caco-2CES1KD) (後述)は、10 v/v% 非動化 FBS、100 
U/ml Penicillin、100 µg/ml Streptomycin、10 µg/mL Puromycin、600 µg/mL G-418 (和
光) を加えた DMEM 培地で培養した。HEK293FT 細胞は、10 v/v% FBS (非動化
未 処 理 ) 、 100 U/ml Penicillin 、 100 µg/ml Streptomycin 、 2 mmol/L 
L-Alanyl-L-Glutamine (和光)、1 v/v% MEM Non Essential Amino Acid (和光)、500 
µg/mL G-418 を加えた DMEM 培地で培養した。全ての細胞は 5% CO2/95% Air
の気相下、37%インキュベーターで継代培養した。 
	 80〜90%コンフルエンシーに達した後、それぞれの細胞に 0.25 w/v% 
Trypsin-EDTA (和光)を 5 分間反応させることで各細胞を剥離し、DMEM 培地で
再懸濁させた。その後、新しい 100 mm 細胞培養 dish または目的のプレートに
細胞を播種することで、継代培養を行った。継代培養は 3 から 4 日ごとに１回
行った。 
 
2. CES1 ノックダウン Caco-2 細胞の作製 
 
	 ヒト CES1 遺伝子を標的とした shRNA を搭載したレンチウイルス (TRC# 
TRCN0000371770, TRCN0000046934) およびコントロールレンチウイルス
（SHC002V）は、Sigma Aldrich(St, Louis, MO, USA) から購入した。Caco-2 細胞
を 25 cm2 培養フラスコに 1.0 × 104 cells/flask の濃度で播種した。１日後、Caco-2
細胞にポリブレン (8 µg/mL) (ナカライテスク、京都) 存在下で CES1 shRNA レ
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ンチウイルス (6.0 × 10４ TU/flask)を感染させた。１週間後、Puromycin 10 µg/mL
で継続的な培養を行うことで、shRNA が導入された細胞のみを選択した。数日
後、コロニーリングを用いた方法により、shRNA が導入された細胞を単一化し
た。それぞれの細胞クローンの CES1 mRNA 発現量は、定量的リアルタイム PCR
により解析し、最も CES1 のノックダウン効率が高い細胞クローンを選択した。
１回目の CES1 標的 shRNA の導入では、CES1 mRNA の十分なノックダウンを
果たせなかったため、上記の方法を２回繰り返し、得られた細胞を、CES1 ノッ
クダウン Caco-2 細胞 (Caco-2CES1KD) とした。また、同様の方法でコントロール
レンチウイルスを安定発現させた Caco-2 細胞（Caco-2Mock）を樹立した。 
 
3. CES2 発現レトロウイルスの作製 
 
	 レトロウイルスベクターpDON AI2-Neo は、タカラバイオ (滋賀) から購入し
使用した。PrimeSTAR HS DNA polymerase (タカラバイオ)、CES2 発現プラスミ
ド(CES2/pTarget, 熊本大学より)、Upper primer (TTGAGATCTGCCGCCACCATG- 
CGGCTG)、Lower primer (CGAGTCGACCTACAGCTCTGTGTGTCTCT) を用いて、
標準的なプロトコールに従って PCR を行うことで、CES2 cDNA をクローニング
した。CES2 cDNA および pDON AI2-Neo を、制限酵素 (BglⅡおよび SalⅠ)によ
り 37 ℃で 3 時間処理し、その後 Ligation convenience kit (日本ジーン、東京) を
用いて、16 ℃で 30 分間反応させることで、ligation 処理を行った。この ligation
サンプルを、標準的なプロトコールに従って DH5αコンピテントセル (日本ジー
ン、東京) に形質転換することで、CES2/pDON AI-2 Neo を作製した。最後に、
CES2/pDON AI-2 Neo とパッケージングプラスミド (Retrovirus Packaging Kit 
Ampho) (タカラバイオ ) を、Lipofectamin3000 により HEK293FT 細胞に
co-transfection し、CES2 レトロウイルスを作製した。作製した CES2 レトロウイ
ルスは、Retro-X concentrator (Clonteck, Palo Alto, CA, USA) を用いることで濃縮
し、-80 ℃中で保存した。 
  
4. CES2 安定発現 CES1 ノックダウン Caco-2 細胞の作製 
 
Caco-2CES1KD 細胞を 25 cm2 培養フラスコに 1.0×104 cells/flask の濃度で播種した。
１日後、ポリブレン(8 µg/mL) (ナカライテスク)の存在下で、Caco-2CES1KD 細胞に
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CES2 レトロウイルスを感染させた。１週間後、Puromycin (10 µg/mL)、G-418 (600 
µg/mL)で継続的な培養を行うことで、CES1 のノックダウン効果が保持され、か
つ CES2 が導入された細胞のみを選択した。数日後、コロニーリングを用いた方
法により、CES2 が導入された細胞を単一化した。それぞれの細胞クローンの
CES2 mRNA 発現量は、定量的リアルタイム PCR により解析を行い、最も CES2
の発現量が高い細胞クローンを選択した。以上の方法により、Caco-2CES1KD 細胞
から CES2 安定発現 CES1 ノックダウン Caco-2 細胞(CES2/Caco-2CES1KD)を樹立し
た。同様の方法で、空ベクターを導入した Mock/Caco-2CES1KD 細胞も樹立した。 
 
5. Total RNA の抽出、cDNA の合成 
 
	 Caco-2 細胞、Caco-2CES1KD 細胞、CES2/Caco-2CES1KD 細胞を、12-well plate に
1.0×105 cells/well の濃度で播種した。90%コンフルエンシーに達した後、各細胞
中の Total RNA を、Nucleospin RNAⅡ(タカラバイオ) を用いて製品付属のプロ
トコールに従って抽出した。抽出したそれぞれの Total RNA は、7.5 U/µl DNase
Ⅰ、40 mM Tris-HCl (pH=7.9)、 10 mM NaCl、6 mM MgCl2、11 mM CaCl2、1.25 U/µl 
RNase inhibitor を混合した DNase 反応液で、37 ℃、4 時間の処理を行い、残存
する DNA を除去した後、エタノール沈殿法により精製した。cDNA の合成には、
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit with random primers (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) を用いて、精製した各細胞の RNA(1 µg)をテンプレ
ートとして製品付属のプロトコールに従い行った。 
 
6. 定量的 real-time PCR および RT-PCR 
 
	 各 Caco-2 細胞から作製した cDNA をテンプレートとし、KAPA SYBR fast 
qPCR kit (KAPA biosystems, Boston, MA)、目的とした遺伝子を標的とした primer 
sets (Table1参照)を用いることで定量的 real-time PCRを行った。PCRおよびDNA
増幅の検出には Eco Real-Time PCR System (Illumina, San Diego, CA, USA) を用
いた。CES1 および CES2 mRNA 発現量の算出には、glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) の mRNA 発現量を用いて補正する相対定量法 (ΔΔCt
法) を用いた。PCR 反応後は、各 PCR 反応に対するメルトカーブを作製するこ
とで、遺伝子の非特異的増幅が存在しないことを確認した。 
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	 また、RT-PCR における各遺伝子の増幅は、KAPA Taq DNA polymerase、 
GeneAmp PCR system 2700 (Applied Biosystems)を用いることで行った。増幅後の
PCR 産物は、1%エチジウムブロマイド入りの 3%アガロースゲル電気泳動法で
分離した後、UV を当てることで検出した。 
 
7. S9 画分の調整 
 
	 各 Caco-2 細胞を 2.0×106 cells/dish の濃度で 100 mm culture dish に播種した。14
日後、各細胞を PBS(-)で１回 Wash し、cell scraper で回収した後、SET buffer (240 
mM sucrose, 1 mM EDTA-2Na, 10 mM Tris-HCl (pH=7.4)) に懸濁した。この細胞懸
濁液を Q-125 ultrasonic processor (Qsonica, LLC) で 10 秒、 20% amplitude、2 回
の条件で破砕し、Caco-2 細胞に含まれる総タンパク質を抽出した。その後、9000 
g、４ ℃、30 分の条件で遠心分離し、上清を回収することで、S9 画分を調整し
た。それぞれの細胞から抽出した S9 画分に含まれるタンパク質の濃度は、DC 
protein assay kit (BIO-RAD, Hercules, CA) を用いて、製品付属のプロトコールに
従って定量した。全ての S9 画分は-80 ℃中で保存した。 
 
8. Western blotting 
 
	 1% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)、12.5 % glycerol、31.25 mM Tris、0.00135% 
pyronon-Y を混合し、HCl で pH を合わせることで、 Laemmli sample buffer 
(pH=6.4) を作製した。それぞれの Caco-2 細胞から得た S9 画分 20 µg および市
販のヒト小腸ミクロソーム(10 donor pooled、 男 8 名、女 2 名) 10 µg (KAC,京都) 
に、Laemli sample buffer を加え、95℃、3 分の熱処理を行った。熱処理後、10% 
SDS ポリアクリルアミドゲルに各サンプルをアプライし、電気泳動 buffer (0.1% 
SDS, 25 mM Tris, 192 mM glycin)で SDS-PAGE を行った。その後、Transblotting 
buffer (0.02% SDS, 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol)を用いたセミドライ
法により、ゲル上のタンパク質をニトロセルロース膜に転写した。転写後、TBS-T 
(10 mM Tris-HCl, 350 mM NaCl, 0.05% Tween-20, pH=8.0)を用いて 5 分間の Wash
を 2 回行なった後、３% BSA/TBS-T を用いて、室温中で 60 分間ブロッキング反
応を行った。ブロッキング反応後、TBS-T で５回 Wash した後、各１次抗体（Table2
参照）を用いて、室温中で６０分間の１次抗体反応を行った。反応後、TBS-T
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*
で 5 回 Wash した後、各２次抗体を用いて、室温中で 60 分間の２次抗体反応を
行った。反応後、TBS-T で 5 回 Wash した後、ImmunoStar LD western blotting 
detection reagent (和光)を用いて、室温中で 1 分間化学反応を行い、それぞれのタ
ンパク質の免疫複合体を LAS-4000 (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA)で
検出した。 
	 CES2 の一次抗体として用いた抗 CES2 抗血清は、CES2 ペプチド（配列：
TFGDLLREEYIGDNGDPQT）を用いてカスタム作製した。（Sigma-Aldrich）。そ
の特異性は、Pre-immune 血清を用いた比較試験により、解析した。 
 
9. Native PAGE を用いた CES 活性染色法 
 
	 標準的なプロトコールに従い、1% Nonidet-P40 を含有した 7.5%ポリアクリル
アミドゲルを作製した。各 Caco-2 細胞から抽出した S9 画分 20 µg およびヒト
小腸ミクロソーム 1 µg を solubilization buffer (92.6 mM Tris-HCl (pH=6.8), 
0.0014% p-nitrophenol, 13.89% glycerol, 0.51% Nonidet-P40) に溶解し、ポリアクリ
ルアミドゲルの各レーンにアプライした後、電気泳動 buffer (10 g/l Nonidet P-40, 
192 mM glycin, 25 mM Tris) を用いて、20 mA の電流で電気泳動する事で Native 
PAGE を行った。電気泳動終了後、酢酸 α ナフチル(東京化成, 東京)を基質とし
て用いた CES 活性染色液 (2.148 mM α-naphtyl acetate in 4% acetone, 3.672 mM 
Fast Blue RR salt, 10 mM Tris-HCl (pH=7.0)) でゲルを染色することで、CES の活
性を評価した。 
 
10. CES 加水分解活性測定 
 
10-1.  p-nitrophenyl acetate (PNPA) 加水分解活性測定 
 
	 Potassium phosphate buffer (pH=7.4) 100 µM と、各細胞から抽出した S9 画分 
(0.1 mg/mL)を混合し、37 ℃の水浴中で１分間 pre-incubation した。その後、メ
タノール(ナカライテスク)に溶解した PNPA (10mM) (ナカライテスク)を最終濃
度が 100 µM (0.1%メタノール溶液として)になるように混合し、37 ℃水浴中で
２分間 incubation した。また、Bis-p-nitrophenyl phosphate (BNPP) (Sigma aldrich) 
100 µM を CES の阻害剤として、Loperamide (20 µM) (東京化成)を CES2 特異的
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阻害剤として用いた。2 分後、サンプル反応液 200 µL にメタノール (100 µL)を
加える事で、酵素反応を停止した。サンプル中に存在する代謝物 (p-nitrophenol) 
の濃度は、405 nm の波長における代謝物の吸光度を、Wallac 1420 ARVOsx 
(PerkinElmer, Waltham, MA) で測定し、検量線法を用いることで解析した。 
 
10-2.  Fluorescein diacetate (FDA) 加水分解活性測定 
 
	 Potassium phosphate buffer (pH=7.4) 100 µM と、各細胞から抽出した S9 画分(3.5 
µg/mL)を混合し、37 ℃の水浴中で１分間 pre-incubation した。その後、アセトニ
トリルに溶解したFDA (20 mM) (東京化成)を最終濃度が 40 µM (0.002%メタノー
ル溶液として)になるように混合し、３７ ℃水浴中で 10 分間 incubation した。
10 分後、サンプル 200 µL にアセトニトリル 100 µL を加える事で、酵素反応を
停止した。サンプル中に存在する代謝物(Fluorescein)の濃度は、483 nm の吸光波
長、525 nm の励起波長における代謝物の蛍光強度を、Wallac 1420 ARVOsx で測
定し、検量線法を用いることで解析した。 
 
11. 経上皮電気抵抗値の測定 
 
	 各 Caco-2 細胞を、1.0×105 cells/well の濃度で 24-well Transwell insert culture 
system (polyethylene telephthalate, 0.4 mm high density pores, 0.3 cm2, BD Falcon, 
Franklin Lakes, NJ) に播種した。１日後より、WPI Endohm6 chamber と Millicell 
ERS-2 を用い、製品付属のプロトコールに従って２１日間経時的に Caco-2 細胞
の経上皮電気抵抗値 (Transepithelial Electric Resistance) (TEER)を測定した。培地
交換は 3 日ごとに行った。 
 
12. Immunocytochemistry 
 
	 各Caco-2細胞を 24-well Transwell insert culture systemに 2.0×105 cells/insertの濃
度で播種し、14 日間培養した。培地交換は 3 日ごとに行った。14 日後、培地を
取り除き、PBS(-)で１回 Wash した後、4%パラホルムアルデヒドで 10 分間処理
することで、各細胞を固定した。細胞固定後、2 回 PBS(-)で Wash した後、0.2% 
Triton-Xで 10分間の浸透反応を行った。反応終了後、PBS(-)で２回Washした後、
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5%スキムミルクで 60 分間ブロッキング反応を行なった。ブロッキング反応終了
後、5 回 PBS(-)で Wash を行い、その後細胞が接着しているメンブレンを insert
から採取し、90 分間の１次抗体反応を行った。１次抗体反応後、各細胞を 5 回
Wash し、続いて 60 分間の２次抗体反応を行った。各抗体は Table2 に記載した。
2 次抗体反応終了後、各タンパク質の免疫複合体を、Zeiss710 共焦点顕微鏡 (Carl 
Zeiss AG, Oberkochen, Germany)を用いて観察した。 
 
13. Caco-2 単層膜を用いた薬物輸送活性試験 
 
13-1.  マンニトール輸送活性試験 
 
	 各 Caco-2 細胞を、1.0×105 cells/well の濃度で 24-well Transwell insert culture 
system に播種した。14 日後、各細胞における TEER 値が 400 Ω/cm2 以上あるこ
とを確認した後、HBSS(+)で１回 Wash し、その後管腔側 (Apical, AP)が 300 µL、
基底膜側 (Basolateral, BL)が 900 µL になるように培地をHBSS(+)に置き換えた。
60 分間の pre-incubation により細胞を培地に馴化させた後、各細胞に
[3H]D-(-)-Mannitol を最終濃度が 0.5 µCi/ml、D-(-)-Mannitol を最終濃度が 5 µM に
なるように管腔側に加え、90 分間反応させることで、管腔側から基底膜側への
D-(-)-Mannitol の細胞透過性を測定した。反応後の培地は 30、60、90 分の時間に
回収し、それぞれのサンプル中の D-(-)-Mannitol の濃度を液体シンチレーション
カウンター (LSC-6100, Aloka Co., Ltd. Tokyo, Japan)で測定することで解析した。
D-(-)-Mannitol が管腔側から基底膜側へ透過される際の見かけの透過係数 (Papp)
の算出方法は数式１に示した。 
 
13-2.  ローダミン 123 双方向輸送活性試験 
 
	 各 Caco-2 細胞を、1.0×105 cells/well の濃度で 24-well Transwell insert culture 
system に播種した。14 日後、各細胞における TEER 値が 400 Ω/cm2 あることを
確認した後、HBSS(+)で１回 Wash し、その後管腔側が 300 µL、基底膜側が 900 µL 
になるように培地を HBSS(+)に置き換えた。60 分間の pre-incubation により細胞
を培地に馴化させた後、各細胞に Rhodamine-123 (和光、大阪)を最終濃度が 5 µM
になるように管腔側に加え、60 分間 incubation することで、管腔側から基底膜
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側への Rhodamine-123 の細胞透過性を測定した。同様に、それぞれの細胞に
Rhodamine-123 を最終濃度が 5 µM になるように基底膜側に加え、60 分間
incubation することで、基底膜側から管腔側への Rhodamine-123 の細胞透過性も
測定した。それぞれのサンプル中の Rhodamine-123 の濃度は、485 nm の吸光波
長、546nm の励起波長における蛍光強度を、Wallac 1420 ARVOsx で測定するこ
とで解析した。Rhodamine-123 が管腔側から基底膜側へ透過される際の Papp 値
(PappAP to BL)および基底膜側から管腔側へ透過される際の Papp 値 (PappBL to AP)を
用いて計算される、薬物排泄能の指標となる値 (Efflux Ratio 値) (ER 値)の算出方
法は数式 1 に示した。 
 
13-3.  ジゴキシン双方向輸送活性試験 
 
	 各 Caco-2 細胞を、1.0×105 cells/well の濃度で 24-well Transwell insert culture 
system に播種した。14 日後、各細胞における TEER 値が 400 Ω/cm2 あることを
確認した後、HBSS(+)で１回 Wash し、その後管腔側が 300 µL、基底膜側が 900 µL 
になるように培地を HBSS(+)に置き換えた。60 分間の pre-incubation により細胞
を培地に馴化させた後、各細胞に[3H]digoxin を最終濃度が 0.5 µCi/ml、digoxin
を最終濃度が 1 µM になるように管腔側に加え、60 分間 incubation することで、
管腔側から基底膜側への[3H]digoxin の細胞透過性を測定した。同様に、各細胞
に [3H]digoxin を最終濃度が0.5 µCi/mlになるように、digoxinを最終濃度が1 µM
になるように基底膜側に加え、60 分間 incubation することで、基底膜側から管
腔側への [3H]digoxin の細胞透過性を測定した。それぞれのサンプル中の
[3H]digoxin の濃度は、液体シンチレーションカウンター(LSC-6100)で解析し、項
13-2 の方法と同様の計算で Papp 値及び ER 値を求めた。 
 
14. エステル型プロドラッグを用いた薬物輸送/代謝活性試験 
 
14-1.  テモカプリル輸送/代謝活性試験 
 
各 Caco-2 細胞を 4.0×105 cells/well の濃度で 6-well Transwell insert culture system 
(polycarbonate membrane, 3.0 µm pores, 4.7 cm2, Corning)に播種した。14 日後、各
細胞における TEER 値が 400 Ω/cm2 あることを確認した後、HBSS(+)で 3 回 Wash
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し、その後管腔側が 2 mL、基底膜側が 2 mL になるように培地を HBSS(+)に置
き換えた。30 分間の pre-incubation により細胞を培地に馴化させた後、各細胞に
Temocapril Hydrochloride (LKT laboratories, Inc, St. Paul, Minnesota) を最終濃度が
100 µM になるように管腔側に加え、120 分間 incubation することで、管腔側から
基底膜側への Rhodamine-123 の細胞透過性を測定した。サンプルの回収は、管
腔側からは 0、60、90 分に 10 µL ずつ回収した。同様に、基底膜側からは 0、20、
40、60、80、100、120 分に、195 µL ずつ回収した。サンプルを全て回収後、管
腔側のサンプルに HBSS(+)を 185 µL 加え、液量を等量にした後、全てのサンプ
ルに 3.4 M リン酸 5 µL を加えて全量を 200µL とした。サンプル中に含まれる
temocapril ならび代謝物(temocaprilat)の濃度は、HPLC を用いた検量線法により
定量した。HPLC の定量条件は次ページに示した。 
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<HPLC 定量条件> 
HPLC system：pump (JASCO PU-980, JASCO International Co. Ltd., Tokyo) 
             autosampler (JASCO AS-950) 
             UV detector (UV-2075) 
             column oven (JASCO CO-965) 
       data application apparatus (ChromNAV chromatography data system, JASCO) 
 
Column：Mightysil RP-18 column (5µm, 4.6 × 150 mm i.d.; Cica Merk Co., Tokyo) 
 
Column Temperature： 40℃ 
 
mobile phase：acetonitrile/10 mM H3PO4, 70:30 (v/v) (solvent A) 
             10 mM H3PO4 (solvent B) 
             gradient schedule：45% solvent A (0 – 10 min) 
                             45% to 100% solvent A (10 – 20 min) 
                             100% solvent A (20 – 25 min) 
                             100% to 45% solvent A (25 – 26 min) 
 
Flow rate：0.8 mL/min 
 
Wavelength：258nm 
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14-2.  FDA 輸送/代謝活性試験 
 
各 Caco-2 細胞を 1.0×105 cells/well の濃度で 24-well Transwell insert culture system
に播種した。14 日後、各細胞における TEER 値が 400 Ω/cm2 あることを確認し
た後、HBSS(+)で 1 回 Wash し、その後管腔側が 300 µL、基底膜側が 900 µL に
なるように培地を HBSS(+)に置き換えた。30 分間の pre-incubation により細胞を
培地に馴化させた後、各細胞に 10%アセトニトリルで溶解した 5 mM FDA を最
終濃度が 50 µM(0.1%アセトニトリルとして)になるように管腔側に加え、20 分
間 incubation した。サンプルの回収は、管腔側からは 5、10、20 分に 5 µL ずつ
回収した。同様に、基底膜側からは 5、10、20 分に、50 µL ずつ回収した。サン
プルを全て回収後、管腔側のサンプルに HBSS(+)を 45 µL 加え、液量を 50 µL に
した後、サンプル中に含まれる FDA 代謝物 (fluorescein) の濃度は、検量線法に
より 483 nm の吸光波長、525 nm の励起波長における蛍光強度を Wallac 1420 
ARVOsx で測定することで解析した。 
 
15. 統計解析 
 
 各 Caco-2 細胞における各試験の平均値の差は、one-way Analysis of Variance 
(ANOVA)を行った後、Sceffe の F 検定を実施することで、多重比較検定による
統計解析を行った。実験方法 6 から 14-1 の解析において、P 値が 0.01 以下の場
合において正規分布における帰無仮説を棄却し、有意差ありと判定した。また
実験方法 14-2 の解析については、P 値を 0.05 以下に設定して統計解析した。統
計計算は Excel 統計ソフト Statcel 第３版 (OMS 出版, 埼玉) を使用した。 
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Table 1. Primers used in this study 
 
Primer namesa Sequences (5’ > 3’) 
CES1 F GCTCTTGGAGACGACATTGA 
CES1 R CATCCCATCAATCACAGTGC 
CES2 F GCGGACTCCATGTTTGTGAT 
CES2 R GGCTGATGCTGGAACTCGTA 
MDR1 F GGGGTGCTGGTTGCTGCTTA 
MDR1 R ATGGCCAAAATCACAAGGGTT 
BCRP F CTCAGATGGGTTTCCAAGCGT 
BCRP R GTTCCACGGCTGAAACACTGC 
GAPDH F AGCCACATCGCTCAGACAT 
GAPDH R GCCCAATACGACCAAATCC 
a, F and R indicate forward and reverse primers, respectively. 
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Table 2. Antibodies used in this study 
 
Antibodies Dilution rates Sources Product codes 
(Primary antibody)    
Rabbit anti-human CES1 anti-serum 10,000 See references [17] and 
[18] 
Custom-made 
Rabbit anti-human CES2 peptide 
anti-serum 
10,000 Sigma Custom-made 
Mouse monoclonal anti-β-actin 
antibodies 
5,000 Sigma A5441 
Mouse anti-occludin antibodies 
conjugated Alexa Flour 488 
100 Thermo Fisher 
Scientific 
331588 
(Secondary antibody)    
Goat F(ab’)2 polyclonal antibody to 
mouse IgG – H&L (HRP) 
pre-absorbed 
5,000 Abcam ab98731 
Goat anti-rabbit IgG-peroxidase 
antibody 
5,000 Sigma A9196 
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数式１、Papp 値および ER 値の計算方法 
 
 𝑃!""!" !" !"(𝑐𝑚 min) = 𝑉!"#$ (𝑐𝑚!)𝐴 𝑐𝑚! ×[𝐶!]!"#(𝑛𝑔 𝜇𝐿)×𝛥[𝐶]!"#$(𝑛𝑔 𝜇𝐿)𝛥𝑇(𝑚𝑖𝑛)  
 
 𝑃!""!" !" !"(𝑐𝑚 min) = 𝑉!"#  (𝑐𝑚!)𝐴 𝑐𝑚! ×[𝐶!]!"#$(𝑛𝑔 𝜇𝐿)×𝛥[𝐶]!"#(𝑛𝑔 𝜇𝐿)𝛥𝑇(𝑚𝑖𝑛)  
 
 𝐸𝑅＝𝑃!""!" !" !" ÷ 𝑃!""!" !" !" 
 
 
 
Vapo=管腔側 (apical) (インサート上部)の培地量 
Vbaso=基底膜側 (basolateral) (インサート下部)の培地量 
A=細胞培養有効面積 
[C0]api=T＝0 における管腔側の薬物濃度 
[C0]baso= T＝0 における基底膜側の薬物濃度 
[C]api= T＝サンプル回収時間 (0 から 120)における管腔側の薬物濃度 
[C]baso= T＝サンプル回収時間 (0 から 120)における基底膜側の薬物濃度 
ΔT=サンプル回収時間 
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結果 
 
1. CES1 ノックダウン Caco-2 細胞(Caco-2CES1KD)の樹立 
 
	 Caco-2 細胞に発現する CES1 mRNA を shRNA でノックダウンすることで、
Caco-2CES1KD 細胞を樹立した。加えて、空レンチウイルスベクターを導入した陰
性コントロール細胞(Caco-2Mock)も樹立した。樹立した各細胞における CES1 
mRNA 発現量を定量的リアルタイム PCR で解析したところ、親 Caco-2 細胞(以
下 pCaco-2 とする)ならびに Caco-2Mock 細胞では高い CES1 mRNA の発現が認め
られたのに対し、Caco-2CES1KD 細胞では劇的な CES1 mRNA 発現の減少が認めら
れた(Fig. 1A)。さらに、各細胞における CES1 タンパク質の発現量を Western 
blotting により解析したところ、mRNA 発現量解析の結果と一致して、pCaco-2
細胞ならび Caco-2Mock 細胞では高い CES1 タンパク質の発現が認められたのに
対し、Caco-2CES1KD 細胞ではその発現は認められなかった(Fig. 1B)。 
	 続いて、Caco-2CES1KD 細胞において CES1 活性が消失していることを明らかと
するため、Native-PAGE による CES 活性染色、および PNPA を基質とした CES
加水分解活性試験を行った。まず CES 活性染色を行ったところ、pCaco-2 なら
び Caco-2Mock 細胞では、CES1 活性由来のバントが認められたのに対し、
Caco-2CES1KD 細胞ではそのバンドは認められなかった (Fig. 1C)。続いて、PNPA
加水分解活性試験による定量的な解析を行ったところ、pCaco-2 細胞ならびに
Caco-2Mock 細胞の活性値 (nmol/mg protein/min)はそれぞれ 81.9 ± 5.9 、61.8 ± 17.7
であったのに対し、Caco-2CES1KD 細胞では 28.3 ± 13.1 と有意に低い値を示すこと
が明らかとなった。さらに、CES 共通阻害剤である BNPP を用いて阻害試験を
行った結果、pCaco-2 細胞ならびに Caco-2Mock 細胞の BNPP による PNPA 加水分
解活性阻害率がそれぞれ 73%、75%であったのに対し、Caco-2CES1KD 細胞では 4%
とほとんど阻害がみとめられないことが明らかとなった(Fig. 1D)。 
	 以上の結果より、Caco-2CES1KD 細胞は CES1 の発現および活性が消失した細胞
であることが明らかとなった。 
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Fig. 1. Development of CES1-deficient Caco-2 cells (Caco-2CES1KD cells).  
 
A, the CES1 mRNA expression levels in pCaco-2, Caco-2Mock, and Caco-2CES1KD cells (hereafter referred 
to as the Caco-2 cell lines in this legend) were analyzed by qPCR. The CES1 mRNA expression levels 
were normalized by those of GAPDH, and the relative expression value obtained from pCaco-2 cells was 
set to one. B, the CES1 protein expression in the Caco-2 cell lines was analyzed by Western blotting. 
β-actin was used as a loading control. The S9 fraction extracted from each line (20 µg) was loaded into 
each well. C, native-PAGE electrophoresis coupled with esterase staining was performed using the S9 
fraction of the Caco-2 cell lines (50 µg each). CES1 was visualized via the diazo-coupling reaction 
between α-naphtyl acetate and Fast Blue RR Salt. D, PNPA hydrolysis activity was examined in the 
Caco-2 cell lines. PNPA (100 µM) was incubated with the S9 fraction for two min at 37℃. BNPP (100 
µM) was used as a specific CES inhibitor (open bars). In A and D, the data are shown as the mean ± S.D. 
of three independent determinations, each performed in duplicate. Statistical analysis was performed by 
one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Scheffe’s F test. ** and N.S. indicate “p<0.01” and 
“not significant”, respectively. In B and C, the experiments were repeated three times, and the 
representative results are shown. 
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2. CES2 安定発現 CES1 ノックダウン Caco-2 細胞(CES2/Caco-2CES1KD)の樹立 
 
	 続いて、Caco-2CES1KD 細胞に CES2 cDNA を導入することで、ヒト小腸と同様
の CES 発現プロファイルを持つ CES2/Caco-2CES1KD 細胞を樹立した。加えて、空
ベクターを導入した Mock/Caco-2CES1KD 細胞も樹立した。樹立した各細胞におけ
る CES2 mRNA 発現量を測定した結果、pCaco-2 細胞、Caco-2CES1KD 細胞、
Mock/Caco-2CES1KD 細胞では CES2 mRNA の発現はほとんど認められなかったの
に対し、CES2/Caco-2CES1KD 細胞では高い CES2 mRNA の発現が認められた (Fig. 
2A)。加えて、CES2 のタンパク質発現量を Western blotting で解析した結果、
pCaco-2 細胞では CES2 タンパク質の発現が認められないのに対し、
CES2/Caco-2CES1KD 細胞では CES2 タンパク質の発現が認められた (Fig.2B)。 
	 続いて、CES2/Caco-2CES1KD 細胞における CES２加水分解活性を解析した。ま
ず CES 活性染色を行った結果、Western blotting の結果と一致して、pCaco-2 細
胞では CES2 の活性が認められなかったのに対し、CES2/Caco-2CES1KD 細胞では
CES2 の活性が認められた (Fig. 2C)。続いて、PNPA 加水分解活性試験を行った
結果、pCaco-2 細胞、Caco-2CES1KD 細胞、Mock/Caco-2CES1KD 細胞の PNPA 加水分
解活性値 (nmol/mg protein/min)は 75.9 ± 13.3、32.4 ± 1.3、34.7 ± 2.0 であったのに
対し、CES2/Caco-2CES1KD 細胞では 324.2±24.3 と非常に高い活性を示すことが明
らかとなった。さらに、CES2 特異的阻害剤ロペラミドを用いた阻害試験を行っ
た結果、pCaco-2 細胞、Caco-2CES1KD 細胞、Mock/Caco-2CES1KD 細胞におけるロペ
ラミドによる PNPA 加水分解活性阻害率は 21%、7%、38%であったのに対し、
CES2/Caco-2CES1KD細胞では 91%であることが明らかとなった (Fig. 2D)。最後に、
CES2 特異的基質である FDA を用いた加水分解活性試験を行った結果、pCaco-2
細胞、Mock/Caco-2CES1KD では FDA 加水分解活性値 (nmol/mg protein/min)が 0.5 ± 
0.1、0.6 ± 0.3 であったのに対し、CES2/Caco-2CES1KD 細胞では 47.1 ± 8.9 であり、
FDAがCES2/Caco-2CES1KD細胞においてのみ特異的に加水分解されることが明ら
かとなった (Fig. 2E)。 
	 以上の結果より、CES2/Caco-2CES1KD 細胞は確かにヒト小腸と同様の CES 発
現・活性様式を保持する細胞であることが明らかとなった。 
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Fig. 2. Development of Caco-2 cells carrying the human intestine-type CES expression profile 
(CES2/Caco-2CES1KD cells).  
 
A, CES2 mRNA expression levels in pCaco-2, Caco-2CES1KD, Mock/Caco-2CES1KD and CES2/Caco-2CES1KD cells 
(hereafter referred to as the Caco-2 cell lines in this legend) were analyzed by qPCR. The CES2 mRNA expression 
levels were normalized by those of GAPDH, and the relative expression value obtained from pCaco-2 cells was set 
to one. B, CES1 and CES2 protein expression in the Caco-2 cell lines were analyzed by Western blotting analysis 
using their S9 fractions (20 µg each). β-actin was used as an internal control. C, native-PAGE electrophoresis 
coupled with esterase staining was performed using the S9 proteins extracted from the Caco-2 cell lines (50 µg 
each). CES1 and CES2 were visualized using α-naphtyl acetate as a substrate. D, PNPA (100 µM) hydrolysis 
activity was measured in the Caco-2 cell lines. The incubation was performed for two min at 37℃. Loperamide 
(40 µM) was used as a CES2 specific inhibitor (open bars). E, FDA (40 µM) hydrolysis activity was measured in 
the Caco-2 cell lines. The incubation was performed for 10 min at 37℃. In A, D, and E, the data are shown as the 
mean ± S.D. of three independent determinations, each performed in duplicate. Statistical analysis was performed 
by one-way ANOVA, followed by Scheffe’s F test. ** and N.S. indicate “p<0.01” and “not significant”, 
respectively. In B and C, the experiments were repeated three times, and the representative results are shown. 
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3. CES2/Caco-2CES1KD 細胞における密着結合形成能の解析 
 
	 CES2/Caco-2CES1KD細胞がCaco-2細胞と類似した細胞バリア機能を持つか明ら
かとするため、まず密着結合形成能の解析を行った。一般に、薬物の単層膜輸
送試験には、TEER 値が 400 Ω・cm2 以上あることが必要とされている 19, 20。
pCaco-2 細胞、Mock/Caco-2CES1KD 細胞、CES2/Caco-2CES1KD 細胞における TEER
値を 21 日間継続的に測定した結果、Day1 から Day11 にかけて、pCaco-2 細胞、
Mock/Caco-2CES1KD 細胞、CES2/Caco-2CES1KD 細胞において TEER 値は徐々に上昇
し、その最大値はそれぞれ 1012 ± 68、1156 ± 58、1656 ± 240 であった。また、
Day14 において各細胞の TEER 値の差が最も少なくなった(Fig. 3A)。 
	 そこで、Day14 における密着結合形成タンパク質	 (occludin)の発現ならび細
胞内局在を immunocytochemistry で解析したところ、各細胞において明らかな
occludin の発現が認められ、これは細胞膜上に存在することが明らかとなった 
(Fig. 3B)。 
	 最後に、低分子化合物である D-(-)-mannnitol を用いて細胞間隙透過性を解析
したところ、pCaco-2 細胞、Mock/Caco-2CES1KD 細胞、CES2/Caco-2CES1KD 細胞に
おいて Papp 値 (×10-5 cm/min)は 3.8 ± 0.5、4.7 ± 0.9、4.9 ± 1.6 であり、いずれの
細胞も同程度の細胞バリア機能を有することが明らかとなった (Fig. 3C)。 
	 以上の結果より、CES2/Caco-2CES1KD 細胞は Caco-2 細胞の機能として必須の高
い密着結合形成能を有していることが明らかとなった。 
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A, the TEER values of pCaco-2 (squares), Mock/Caco-2CES1KD (diamonds) and 
CES2/Caco-2CES1KD (circles) cells (the Caco-2 cell lines) were measured every other day 
for three weeks. B, immunocytochemistry of occludin was performed in the Caco-2 cell 
lines on day 14 in order to visualize the tight junction formation. C, the 
apical-to-basolateral transport coefficient (Papp) of [3H]D-(-)-mannitol was measured in 
the Caco-2 cell lines on day 14. Incubation was performed for 90 min at 37℃.In A and C, 
the data are shown as the mean ± S.D. of three independent determinations, each 
performed in duplicate. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA, followed 
by Scheffe’s F test. N.S. indicate “not significant”. In B, the experiments were repeated 
three times, and the representative results are shown. 
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4. CES2/Caco-2CES1KD 細胞における薬物排泄トランスポーターの発現ならび 
機能解析 
 
Caco-2 細胞におけるバリア機能に必須の薬物排泄トランスポーターが、
CES2/Caco-2CES1KD 細胞でも機能しているか解析した。まず各細胞から抽出した
Total RNA を用いて、代表的な排泄トランスポーターである P-gp (遺伝子名：
MDR1)、BCRP (遺伝子名：ABCG2)の mRNA 発現を RT—PCR で解析した結果、
pCaco-2 細胞、Mock/Caco-2CES1KD 細胞、CES2/Caco-2CES1KD 細胞の全てにおいて、
これらの薬物排泄トランスポーターの mRNA 発現が認められた	 (Fig. 4A)。 
	 次に、これら薬物排泄トランスポーターの機能を、P-gp ならびに BCRP の基
質であるローダミン１２３と、P-gp 特異的基質であるジゴキシンを用いた双方
向輸送活性試験により解析した。その結果、ローダミン１２３輸送における
CES2/Caco-2CES1KD 細胞の ER 値は 3.3 であり、これは pCaco-2 細胞より得られた
値 (9.9)より低いものの、薬物排出トランスポーターが機能していることを示す
値であった	 (Fig. 4B)。また、ジゴキシン輸送に対する CES2/Caco-2CES1KD 細胞
の ER 値は 2.8 であり、これは pCaco-2 細胞より得られた値 (3.5)と同等であった	
(Fig. 4C)。 
	 以上の結果より、CES2/Caco-2CES1KD 細胞は薬物排泄トランスポーター機能を
保持する細胞であることが明らかとなった。 
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Fig. 4. Functional expression of representative intestinal drug efflux transporters 
in pCaco-2, Mock/Caco-2CES1KD, and CES2/Caco-2CES1KD cells. 
 
A, mRNA expression of two representative intestinal drug efflux transporters, P-gp and 
BCRP, in pCaco-2, Mock/Caco-2CES1KD, and CES2/Caco-2CES1KD cells were measured 
by RT-PCR. GAPDH mRNA was used as an internal control. The experiments were 
repeated three times, and the representative results are shown. In B and C, the vectorial 
transport assays of R123 and digoxin (which are representative substrates for P-gp 
and/or BCRP) were performed in pCaco-2, Mock/Caco-2CES1KD, and 
CES2/Caco-2CES1KD cells. The efflux ratio (ER) was calculated by dividing the 
P(appBL-AP) (open bars) by the P(appAP-BL) (solid bars). AP and BL indicate apical and 
basolateral compartments, respectively. The data are shown as the mean ± S.D. of three 
independent determinations, each performed in duplicate. 
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5. CES2/Caco-2CES1KD 細胞におけるエステル型プロドラッグの単層膜輸送解析 
 
	 最後に、樹立した CES2/Caco-2CES1KD 細胞がエステル型プロドラッグの消化管
吸収予測モデルとして有用であることを明らかとするため、CES1 特異的基質で
あるテモカプリル、および CES2 特異的基質である FDA を用いて Caco-2 単層膜
輸送活性試験を行った。まずテモカプリルの輸送・代謝活性を試験した結果、
テモカプリルは CES1 活性を持つ pCaco-2 細胞においてのみ効率良く代謝され、
代謝物であるテモカプリラートが管腔側、基底膜側の両方に輸送された。一方
で、CES1 活性のない Mock/Caco-2CES1KD 細胞、CES2/Caco-2CES1KD 細胞では、テ
モカプリルの代謝は認められず、親化合物としてのみ基底膜側へ輸送された。
具体的には、１２０分の時点における各細胞でのテモカプリルの総輸送量 
(nmol)は、管腔側では pCaco-2 細胞でのみ検出できた (14.0 ± 8.0)。また、基底膜
側における総輸送量は、Mock/Caco-2CES1KD 細胞と CES2/Caco-2CES1KD 細胞では、
それぞれ 0.8 ± 0.4、0.5 ± 0.4 であったのに対し、pCaco-2 細胞では 9.5 ± 2.2 とい
う非常に高い値を示した	 (Fig. 5A-5C)。 
	 続いて FDA 輸送活性試験を行った。その結果、FDA は全ての細胞群で加水分
解されたが、pCaco-2 細胞と Mock/Caco-2CES1KD 細胞ではその加水分解活性は小
さく、一方で CES2/Caco-2CES1KD 細胞では高い FDA 加水分解活性を示すことが
明らかとなった。その結果、pCaco-2 細胞、Mock/Caco-2CES1KD 細胞と比較して、
CES2/Caco-2CES1KD細胞において FDAは管腔側により高く輸送された (39.0 ± 5.2、
32.3 ± 0.8 vs 60.1 ± 10.0) (Fig.6A-6C)。 
	 以上の結果より、CES2/Caco-2CES1KD 細胞は、Caco-2 細胞とは異なる薬物代謝・
吸収プロファイルを持つことが明らかとなった。 
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Fig. 5. Temocapril metabolism/transport assays across pCaco-2, Mock/Caco-2CES1KD and 
CES2/Caco-2CES1KD cells. 
 
The apical (AP)-to-basolateral (BL) transported amount of temocapril across pCaco-2 (A), 
Mock/Caco-2CES1KD (B), and CES2/Caco-2CES1KD (C) cell monolayers are shown as solid 
circles. Similarly, the transported amount of temocaprilat generated within the cells to the AP 
side or BL side is shown as open circles and solid triangles, respectively. The experiments 
were performed with cells cultured for 14 days that had TEER values in excess of 400 (Ω・
cm2). In all figures, the data are shown as the mean ± S.D. of three independent 
determinations, each performed in duplicate. Note that the amounts of temocaprilat at the AP 
side of Mock/Caco-2CES1KD and CES2/Caco-2CES1KD cell monolayers were under the detection 
limit, and thus the values are tentatively set as 0. 
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Fig. 6. FDA metabolism/transport assays using pCaco-2, Mock/Caco-2CES1KD and 
CES2/Caco-2CES1KD cell monolayers. 
 
The FDA metabolism/transport assays were performed using pCaco-2 (A), Mock/Caco-2CES1KD 
(B), and CES2/Caco-2CES1KD (C) cell monolayers. The transported fluorescein amounts at the 
AP and BL side are shown as solid circles and open squares, respectively. The experiments 
were performed with cells cultured for 14 days that had TEER values in excess of 400 (Ω・cm2). 
In all figures, the data are shown as the mean ± S.D. of three independent determinations, each 
performed in duplicate. Note that the fluorescein amounts of the BL side at 5 and 10 min were 
under the detection limit in all experiments, and thus the values are tentatively set as 0. 
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考察 
 
	 非臨床試験において、ヒト小腸における医薬品の消化管吸収をより精度良く
予測することは、医薬品開発において必須であり、長年の課題となっている。
Caco-2 細胞はこの問題点を克服することができる最も汎用的な in vitro モデル
であるが、本細胞を用いた試験にも限界がある。例えばエステル型プロドラッ
グの消化管吸収評価試験では、ヒト小腸と Caco-2 細胞の CES 発現プロファイル
の違いから、代謝物の生じ方に差異があり、その予測が困難とされている 15。 
	 本研究で樹立した CES2/Caco-2CES1KD 細胞は、これらの問題点を克服しうる新
たな細胞である。本細胞を用いてエステル型プロドラッグの細胞膜透過性を評
価した結果、Caco-2 細胞とは異なる CES1 基質であるテモカプリル、ならびに
CES2 基質である FDA の透過プロファイルが得られた。このテモカプリルの結
果は、ヒト小腸で認められている消化管吸収プロファイル (親化合物として効率
良く吸収される) (テモカプリルの添付文章より)と良く類似している。加えて、
CES2/Caco-2CES1KD細胞はCaco-2細胞に必須の細胞バリア機能を保持しているこ
とから、Caco-2 細胞として元来有する利点に加え、CES によるエステル型プロ
ドラッグの代謝をふまえた解析を行うことが可能な新たな in vitro モデルとして
期待できる。 
	 以上の理由から、CES2/Caco-2CES1KD 細胞は今後非臨床試験におけるエステル
型プロドラッグの消化管吸収予測を推進する可能性が考えられる。しかし、今
回の研究で明らかとなったものはテモカプリルと FDA の代謝・透過プロファイ
ルの差異だけであり、他にも数多く存在するエステル型プロドラッグの解析は
行われていない。特に CES2 の基質においては、今回用いた FDA は実際の医薬
品ではなく、ヒト小腸における体内動態プロファイルが不明な化合物であるた
めに、ヒト小腸における消化管吸収予測系としてより精度良くヒト小腸への外
挿が可能なモデルとするためには、CES2 の基質となる医薬品を用いたさらなる
解析が必要と考えられる。また、今回の細胞における CES2 発現量はヒト小腸と
比較して低いことから、この発現量の差異が医薬品吸収にどの程度影響を及ぼ
しているかについても、さらなる解析が必要であると考えられる。 
	 一方で、Fig. 2E と Fig. 6 で示したように、化合物の加水分解は S9 画分を用い
た解析では CES2 特異的であっても、Whole cell を用いた解析では CES 以外の酵
素による加水分解が発生することが今回明らかとなった。これは CES 以外の加
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水分解酵素が、エステル型プロドラッグの消化管吸収に影響を及ぼしている可
能性を示唆するものである。そのため、本細胞がどこまでヒト小腸を反映して
いるのか具体的にするためにも、CES 以外の加水分解がどの程度ヒト小腸にお
けるエステル型プロドラッグの消化管吸収を制御しているのかを新たに解析す
る必要が考えられる。 
	 今回我々が作成した細胞はヒト小腸の CES 発現プロファイルを保持した
Caco-2 細胞であるが、他にもエステル型プロドラッグの消化管吸収評価に有用
と考えられる細胞モデルが報告されている。例えば、iPS 細胞から分化させたヒ
ト小腸内皮細胞がある 21。iPS 由来ヒト小腸内皮細胞は、ヒト小腸と同様の形態
を示し、CES2 の発現も認められている 22。加えて、Caco-2 細胞とは異なり、iPS
由来ヒト小腸内皮細胞は主要な薬物代謝酵素である CYP3A4 の発現が認められ
ている特徴がある 23。 
	 一方で、この iPS 由来ヒト小腸内皮細胞は、本研究で樹立した
CES2/Caco-2CES1KD 細胞とは異なる点も存在する。Caco-2 細胞は医薬品の消化管
吸収評価のための in vitro モデルとして長年利用されてきた細胞である 24。しか
し、iPS 由来ヒト小腸内皮細胞は医薬品の消化管吸収予測モデルとして利用され
てきた実績はなく、どこまでヒト小腸の消化管吸収予測系として利用可能であ
るか不明である。加えて、iPS 由来ヒト小腸内皮細胞は、Caco-2 細胞とは異なり、
iPS 細胞を扱う方法、および小腸への分化方法が煩雑である。今回樹立した
CES2/Caco-2CES1KD 細胞は、Caco-2 細胞としての実績を保持し、その培養法や、
実験方法における扱いやすさは手軽に利用可能であるという利点である。その
ため、独自の利点を有する CES2/Caco-2CES1KD 細胞は、エステル型プロドラッグ
の新たな in vitro 試験系の１つとして捉えることができる。 
	 一方、CES2/Caco-2CES1KD 細胞は、取り扱う上で不十分な点もある。例えば、
CES2/Caco-2CES1KD 細胞には、薬物排泄トランスポーターである P-gp、BCRP の
機能的発現が認められたものの、発現していると考えられる他のトランスポー
ターに対する解析は未だ行えていない。そのために、Caco-2 細胞の機能が完全
に担保されているとはいえない。加えて、CES2/Caco-2CES1KD 細胞の最も大きな
欠点として、Caco-2 細胞と同様に CYP3A4 の発現が認められない点がある。エ
ステル型プロドラッグの中には、CES だけでなく CYP3A4 により代謝される化
合物もある。例えば、抗悪性腫瘍薬のイリノテカンは、CES2 により加水分解さ
れ活性代謝物（SN-38）へと代謝される一方で、CYP3A4 により不活性代謝物(NPC, 
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APC, M1, M2 など)に代謝される 25。このような CYP3A4 による代謝も、エステ
ル型プロドラッグの消化管吸収に何かしらの影響を及ぼしている可能性が考え
られるため、CES2/Caco-2CES1KD 細胞にヒト CYP3A4 を発現させることができれ
ば、よりヒト小腸に近づけたモデルを作成することができる可能性が考えられ
る。 
	 以上本研究では、ヒト小腸型 CES 発現プロファイルを保持し、かつ密着結合
形成能、薬物排泄トランスポーターを保持した CES2/Caco-2CES1KD 細胞を樹立し
た。本細胞には未だ解決すべき課題が残されているものの、新たな消化管吸収
評価 in vitro モデルとして、エステル型プロドラッグ開発を促進することが期待
できる。 
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